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(57) Abstract: The invention relates to a container (20, 30) for receiving an aqueous solution, which is formed at least partially by 
O an outer limit (21) forming an inner chamber (22, 32) for receiving the solution, and which comprises at least one area which acts as 
^ an electrode (25, 26, 33, 34) when an electric voltage is applied and a subsequent discharge occurs. At least one electrode (25, 26, 
O 33, 34) is made of a conductive synthetic material based on at least one plastic material which is doped with at least one conductive 

O material. A container (20, 30) having the above-mentioned form is thus obtained being simple and economical to reproduce and 
. also, for example, enabling an efficient transfection of living cells by means of electroporation or effective electrofusion. 

1^ [Fortsetzung auf derndchsten Seite] 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Behalter 20, 30 zur Aufiiahme einer wassrigen Losung, welcher zumindest 
teilweise von einer auBeren Begrenzung 21 gebildet ist, der einen Innenraum 22, 32 zur Aufnahme der L5sung bildet, und welcher 
mindestens einen Bereich aufweist. der beim Anlegen einer elektrischen Spannung und einer anschliefienden Entladung als Elek- 
trode 25. 26, 33, 34 dient, wobei mindestens eine Elektrode 25, 26, 33, 34 aus einem leitShigen Kunststoffinaterial besteht, das 
zumindest auf einem Kunststoff basiert, der mit mindestens einem leitfahigen StofF dotiert ist. Hierdurch wurde ein BehSlter 20, 
30 der eingangs genannten Ait geschaffen, der einfach und kostengiinstig herzustellen ist und dartiber hinaus beispielsweise eine 
effiziente Transfektion von lebenden 2^nen mittels Elektroporation oder eine effektive Elektrofusion ermdglicht 
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Behalter mit zumlndest elner Elektrode 

Die Erfindung betrifft einen Behalter zur Aufnahme einer wassrigen Losung, 
5 und insbesondere von Zellen, Zellderivaten, subzellularen Partikein und/oder 
Vesikein, welcher zumindest teilweise von einer auSeren Begrenzung gebildet 
1st, die einen Innenraum zur Aufnahme der Losung bildet, und welcher 
mindestens einen Bereich aufweist, der beim Aniegen einer elektrlschen 
Spannung und einer anschlleBenden Entladung als Elektrode dient. 

10 

Hlnterarund der Erfindung 

Das Einbringen blologisch aktiver Molekule. wie beispielsweise DNA, RNA oder 
Proteine, in lebende Zellen stellt ein wichtiges Instrument zur Untersuchung 
biologischer Funktionen dieser Molekule dar. EIne bevorzugte Methode zum 

15 Einbringen von Fremdmolekulen in die Zellen ist dabei die Elektroporation, 
welche im Gegensatz zu chemischen Methoden geringere unenwunschte 
Veranderungen der biologischen Struktur und Funktionen der Zielzelle bewirkt. 
Bei der Elektroporation werden die Fremdmolekule aus einer wassrigen 
Losung, vorzugsweise einer an die Zellen angepassten Pufferiosung oder 

20 einem Zellkulturmedium, durch einen kurzzeitigen Stromfluss, d.h. den Puis 
eines sich entladenden Kondensators, in die Zellen eingebracht, wobei durch 
die Wirkung der kurzen elektrischen Pulse die Zellmembran fur die 
Fremdmolekule durchlassig gemacht wird. Die Losung bzw. Zellsuspension 
befindet sich dabei h§ufig in einer sogenannten Kuvette, d.h. einem schmalen, 

25 nach oben offenen GefaS, die in der Nahe ihres Bodens zwei 
gegenuberilegende, parallele Elektroden in den Seitenwanden aufweist, welche 
zum Aniegen der elektrischen Spannung dienen. Durch die kurzzeitig 
entstehenden „Poren" in der Zellmembran gelangen die biologisch aktiven 
Molekule zunachst in das Zytopiasma, in dem sie ggf. bereits ihre zu 

30 untersuchende Funktion ausuben konnen, und daraufhin unter bestimmten 
Bedingungen auch in den Zellkern. Insbesondere beim Einbringen von DNA in 
tierische Zellen, der sogenannten Transfektion, entstehen aber haufig aufgrund 
der Labilitat der Zellen besondere Probleme bei der Elektroporation, da die 
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Oberiebensrate der Zellen als wichtlger Parameter die Effizienz der 
Transfektion beeinflusst. 

Durch das kurzzeitige Aniegen eines starken elektrischen Feldes, d.h. eines 
5 kurzen Pulses mit hoher Stromdichte, konnen daruber hinaus auch Zellen, 

Zellderivate, subzellulare Partikel und/oder Veslkel fusioniert werden. Bel dieser 

sogenannten Elektrofusion werden die Zellen beispielsweise zunachst durch 

ein inhomogenes elektrisches Wechselfeld in engen Membrankontakt gebracht. 

Durch das anschlieSende Aniegen eines elektrischen Feldpulses kommt es 
10 dann zur Interaktion von Membranteilen, die schlleBlich zur Fusion fuhrt. Fur die 

Elektrofusion konnen dabei vergleichbare apparative Vorrichtungen venA^endet 

werden, wie fur die Elektroporation. 

Stand derTechnik 

Behditer der eingangs genannten Art sind bekannt und werden vor allem bei 
der Elektroporation oder Elektrofusion in Form von Kuvetten mit eingelegten 
Elektroden aus Metall eingesetzt. Die fur diesen Zweck venA^endeten Behditer 
sind meist schmale, nach unten geschlossene und nach oben offene GefdBe, 
deren Innenraum aus Jewells zwei Paaren parallel und gegenuberliegend 
angeordneter Seitenwande gebildet wird. Der Innenraum dient dabei der 
Aufnahme der Zellsuspension, d.h. in der Regel einer wassrigen Pufferlosung 
Oder eines Zellkulturmedlums, in dem die zu behandelnden Zellen suspendiert 
sind. Zum Aniegen einer elektrischen Spannung weisen solche Kuvetten 
zumeist im unteren Bereich eines Paares gegenuberliegender Seitenwande ein 
Elektrodenpaar auf. Bel einer elektrischen Entladung flieSt zwlschen den 
belden Elektroden ein elektrischer Strom durch die Zellsuspension, der einen 
Transport der Nukleinsauren oder anderer MolekQIe in die Zellen bewlrkt oder 
je nach den gewahlten Bedingungen zur Zellfusion fuhrt. Die Elektroden 
bestehen dabei zumeist aus Metall, wobel hauflg Aluminium venwendet wIrd. 
Diese bekannten, handelsObllchen KQvetten haben aber den Nachtell, dass be! 
der elektrischen Entladung Metall-Ionen In die Pufferlosung abgegeben werden, 
die in geringer Konzentration zu einer unenwunschten Stimulierung der Zellen 
fuhren konnen und in hoherer Konzentration toxisch auf die Zellen wirken. So 
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konnte beisplelsweise bei der Verwendung von Aluminlum-Kuvetlen ein 
negativer Effekt durch die Freisetzung von Al^-lonen nachgewiesen werden 
(Loomis-Husselbee et al., Biochem J 1991. 277 (Pt 3), 883 - 885). Daruber 
hinaus kann es bei der Venwendung von Kuvetten mit Metallelektroden zur 

5 Biidung von unerwQnschten Prazipitaten kommen, die ebenfalls aufgrund der 
Freisetzung von l\/letall-lonen aus den Eleklroden gebildet werden. Dabei kann 
es sich mdgliclierweise urn Metalliiydroxyde oder Komplexe von Metall-lonen 
mit biologischen Makromolekulen aus der Pufferlosung handein (Stapulionis, 
Bioelectrocliem Bioenerg 1999, 48(1), 249 - 254). Aiuminium-Kuvetten haben 

10 schlieSlich aucli den Nacliteil, dass der Widerstand in der Kuvette wahrend der 
Entladung absinkt, vennutlicli weil eine Schiclit aus oxidiertem Aluminium mit 
hdherem Widerstand durch den Stromfluss von der Elektrode abgelost wird. 
Kuvetten mit Metallelektroden sind zudem schwierig herzustellen und daher 
sehr teuer. 

15 

Aus der US 6,001,617 1st eine Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen bekannt. 
die gleichzeitig zur Elektroporatlon oder Elektrofusion von Zellen venwendet 
werden kann. Die Vorrichtung besteht aus einem runden Behalter, der einen 
optisch transparenten Boden aufweist, auf dem eine Zellschicht anhaften und 

20 wachsen kann. Der Boden des Behalters kann dabei aus einem optisch 
transparenten, nicht leitfahigen Material bestehen, das mit einem elektrisch 
leltfahigen Material beschichtet ist, oder vollstandig aus einem optisch 
transparenten und elektrisch leitfahigen Material hergestellt sein. Der elektrisch 
leitfahige Boden wIrd uber eine Im Wandbereich umlaufende, bandformige 

25 Elektrode aus Metall kontaktiert. Als Gegenelektrode Ist ebenfalls ein ringformig 
umlaufendes Band vorgesehen. Diese bekannte Vorrichtung hat zunachst den 
Nachteil, dass sie vor allem fur die Elektroporatlon von adharenten Zellen 
vorgesehen und geeignet ist Eine Transfektion von suspendierten Zellen Ist 
hlemiit nur sehr eingeschrSnkt und mit gerlnger Effizlenz moglich. Aufgrund der 

30 ringformlgen, umlaufenden Kontaktierung der Bodenelektrode und der ebenfalls 
im Wandbereich umlaufenden Gegenelektrode kann kein homogenes 
elektrisches Feld erzeugt werden, so dass keine gleichmaBige Transfektion 
alter Zellen moglich ist. Dieser Effekt wird noch dadurch verstarkt, dass die 
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verwendeten intrinsisch leltenden Kunststoffe als dunne Beschichtung einen 
hohen Widerstand aufwelsen, so dass die im Zentrum der Bodenflache 
anhattenden Zellen nur mit sehr geringer Effizienz transfiziert werden kSnnen. 
Aufgrund seines komplexen Aufbaus und der Tatsache, dass die verwendeten 
5 intrinsisch leitenden Kunststoffe niclit spritzfahig sind, ist der bel<annte Behaiter 
daruber hinaus aucii seiirteuer in der Herstellung. 

Beschreibung der Erfinduna 

Der Erfindung liegt dalier die Aufgabe zugrunde, einen Beiialter der eingangs 
10 genannten Art zu schaffen, welclier die bestehenden Nacliteile vermeidet, 
einfach und l^ostengunstig lierzustellen Ist und daruber liinaus eine effiziente 
Behandlung von Zellen, Zellderivaten, subzellularen Partilcein und/oder 
Vesikein mit elektrischem Strom ermdglicht. 

15 Erfindungsgemae wird die Aufgabe dadurcli geiost, dass mindestens eine 
Elektrode aus einem leltfahigen Kunststoffmaterial besteht, das zumindest auf 
einem Kunststoff basiert, der mit mindestens einem leltfahigen Stoff dotiert ist 
Durch die Verwendung eines leltfahigen Kunststoffmaterials aus dotlertem 
Kunststoff wird eine Freisetzung von Metall-lonen vermleden, so dass toxisohe 

20 Effekte beispielsweise auf lebende Zellen, wie beispielswelse bel der 
Freisetzung von AI^*-lonen, vermieden werden. HIerdurch kann auch die 
medizinlsche Kompatibilitat der entstehenden Produkte erhoht werden, so dass 
beispielsweise die mogliche Venwendung von transfizierten primaren Zellen zur 
ex vivo - Gentherapie positiv beeinflusst wird. Durch die Dotierung des 

25 Kunststoffs mit leltfahigen Stoffen konnte bel der Entladung ein Stromfluss 
zwischen den belden Elektroden en-elcht werden, der dem Stromfluss bei 
herkdmmllchen KOvetten mit Metallelektroden entsprlcht. Es hat sich ferner 
uben-aschendenwelse herausgestellt, dass bei den venwendeten dotierten 
Kunststoffen bei der Elektroporatlon In Bezug auf die Transfektionseffizienzen 

30 verbesserte Ergebnisse gegenuber der Venwendung von beispielsweise 
Kuvetten mit Aluminiumeleklroden erzielt werden konnen. Dabel ist durch die 
Vermeidung der toxischen Effekte durch das Freisetzen von Metall-lonen das 
Verhaitnis von Transfektionseffizienz zu Mortalitat der Zellen deutlich 
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verbessert. Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaBen Behalter liegt darin, 
dass sich bei der elektrischen Entladung keine Prazipitate in der Losung bilden, 
die an den Zellen anhaften und bei der weiteren Untersucliung bzw. 
Verwendung der transflzlerten Zellen storend wirken konnen. Ein weiterer 

5 Vorteil der erfindungsgemaBen Behalter liegt offenbar auch darin, dass die 
verwendeten Elektroden aus dotiertem Kunststoff weniger von der verwendeten 
Pufferldsung beeinflusst werden. Es hat sich namlich herausgestellt, dass sich 
bei der Verwendung von Aluminium-Kuvetten bei der Verwendung von 
phosphathaltlgen Puffern ohne Chiorid im Verlauf der Entladung ein sehr hoher 

10 Widerstand an der Elektrodenoberflache aufbaut, der bei gleichem 
Anfangsstrom zu einem drastischen Abfallen des Stromflusses fuhrt. 
Uberraschenderweise ist dies bei der VenA/endung der erfindungsgemaBen 
Behalter bzw. Elektroden nicht der Fall. Die erfindungsgemaBen Behalter 
verhalten sich also nur entsprechend der Leitfahigkeit der Losung und werden 

15 ansonsten von den verwendeten Puffern nicht nachteilig beeinflusst Da dotierte 
Kunststoffe im Gegensatz zu intrinsisch leitenden Kunststoffen spritzfahig sind, 
konnen die erfindungsgem&Ben Behalter im 2-Komponenten-Spritzguss in einer 
Form gespritzt werden, so dass sie sehr einfach und kostengunstig herzustellen 
sind. Die Dichte des dotierten Kunststoffs kann dabei beisplelsweise zwischen 

20 1,3 und 1,5 g/cm^ vorzugsweise bei 1,37 oder 1,45 g/cm^ liegen und eine 
Schmelztemperatur von 230 - 310 °C aufweisen. Der spezifische 
Durchgangswiderstand liegt vorzugsweise bei oder unter 2 Ohm * cm, wahrehd 
der spezifische Oberflachenwiderstand des dotierten Kunststoffs bei oder unter 
10^ Ohm liegt 

25 

Es hat sich im Hinblick auf die Leitfahigkeit des Kunststoffmaterials als 
besonders vorteilhaft herausgestellt, wenn die Dotierung aus Kohlefasem, 
Graphit, RuB, Kohlenstoffnanotubes und/oder einem intrinsisch leitenden 
Kunststoff besteht. Die Dotierung sollte dabei in dem Kunststoff in einer 
30 Konzentration zwischen Insgesamt 10 und 80 Gew.-% vorliegen. Unterhalb von 
10 % ist die Leitfahigkeit des Kunststoffmaterials nicht mehr ausreichend, 
wahrend oberhalb von 80 % die Spritzbarkeit des Kunststoffs zu stark 
beeintrachtigt wlrd. Fur die Verwendung der erfindungsgemaBen Behalter bei 
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der Elektroporation soder Elektrofusion von Zellen, Zellderivaten, subzelluiaren 
Partikein und/oder Vesikein hat sich in Bezug auf die Leitfahigkeit ein Anteil der 
Dotierung von Insgesamt 20 - 60 Gew--%, weiter bevorzugt 40 - 60 Gew.-%, 
besonders bevorzugt 50 -.60 Gew.-%, insbesondere 55 - 60 Gew.-%, als 
5 besonders vorteiliiaft erwiesen. 



Bei vielen Anwendungen, insbesondere der Transfektion von DNA in den Kern 
primarer Zellen, konnen aber besonders holie Strdme bzw. Feidstarken in der 
Losung erforderlich seln, urn ausreicliend hohe Effizienzen zu erzielen. In 

10 diesen Fallen ist es vorteilhaft, wenn die Konzentration der Dotierung in dem 
Kunststoff insgesamt zwischen 40 und 80 Gew.-% liegt. Hierdurch wird eine 
hohe Leitfahigkeit der Elektroden gewahrleistet, so dass ausreichend hohe 
Strdme durch die Losung bzw. den Innenraum des Behalters flieBen konnen. Je 
nach Anwendung und Art der zu behandelnden Zelien kann die Konzentration 

15 der Dotierung In vorteiihafter Ausgestaltung der Erfindung bei 50 - 80 Gew.-%, 
vorzugsweise 60 - 80 Gew.-%, besonders bevorzugt 70 - 80 Gew--%, 
insbesondere 74 - 76 Gew.'-%, liegen. Dabei Ist auch bei hohen 
Konzentrationen der Dotierung bis ca. 80 Gew.-% noch eine ausrelchende 
Spritzfahigkeit des Materials gewahrleistet. Dabei kann die Spritzfahigkeit durch 

20 die Verwendung besonderer Mischdotierungen, beispielsweise Kohiefasem und 
Graphit, positiv beelnflusst werden. 



In Bezug auf die Spritzfahigkeit des Kunststoffmaterials hat es sich als 
besonders vorteilhaft herausgestellt, wenn der Kunststoff Polycarbonat, 
25 Polyetheretherketon, Polypropylen, Polyamid, Polyphenylensulfid Oder ein 
Gemisch dieser Polymere ist Oder zumindest auf einem Oder mehreren dieser 
Polymere basiert und/oder wenn der Kunststoff ein intrinslsch leitender 
Kunststoff Ist. Besonders vorteilhaft ist dabei die Verwendung von Polyamid 66 
Oder Polyamid 6. 

30 

Falls der Kunststoff selnerseits mit einem intrinslsch leitenden Kunststoff dotiert 
ist und/oder aus intrinslsch leitendem Kunststoff besteht, ist in vorteiihafter 
Ausgestaltung der Erfindung vorgesehen, dass der intrinslsch leitende 
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Kunststoff ein Polyanilin, Polyacethylen, Poly-para-phenylen, Poly-para- 
phenylensulfid, Polypyrrol, Polythlophen, Polypropylen oder ahnliches ist Oder 
zummdest auf einem oder mehreren dieser Polymere basiert. 

5 In weiterer vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ist vorgesehen, dass die 
auBere Begrenzung aus Kunststoff, vorzugsweise transparentem Kunststoff, 
gebildet ist, da somit eine einfache und kostengunstige Herstellung des 
gesamten Behalters im Spritzgussverfaliren mdglicli ist Dabei l<ann es 
vortellhaft sein, dass die Begrenzung aus dem gleichen Kunststoff besteht, auf 

10 dem auch die zumindest eine Elektrode basiert. Bei dieser Ausgestaltung 
konnen sicli Vorteiie bei der Verarbeitung des Kunststoffmaterials im 
2-Komponenten-Spritzgu6 ergeben. Hierdurcli wird einerseits die Herstellung 
vereinfacht und andererseits eine Reduzierung der Herstellungskosten errelcht. 
Fur besondere Anwendungen kann die auBere Begrenzung aber auch aus 

15 anderen Materialien bestehen. 

In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ist ferner vorgesehen, 
dass die zumindest eine Elektrode in die auBere Begrenzung integriert ist, so 
dass der Belialter in einer Form gespritzt werden kann. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass der 
Behalter zumindest zwei Elektroden aufweist, die aus dem gleichen Material 
bestehen. Bei den meisten Anwendungen werden Behalter bzw. Kuvetten 
verwendet, die zwei gegenuberliegende, parallel angeordnete Elektroden aus 

25 Identischem Material aufweisen. Diese beiden Elektroden werden auf geeignete 
Weise kontaktiert und so an eine an die jeweiligen Anforderungen angepasste 
Spannungsquelle angeschlossen. In besonderen Fallen kann es aber auch von 
Vorteii sein, wenn zumindest zwei Elektroden aus unterschiedlichen Materialien 
bestehen. Dabei kann beispielsweise die Anode oder die Katode aus dem 

30 dotierten Kunststoff bestehen, wahrend die jeweilige Gegenelektrode aus 
einem anderen Material, beispielsweise Edelstahl oder einem intrinsisch 
leitenden Kunststoff, besteht. 



20 
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Als besonders vorteilhaft fOr die Transfektion von lebenden Zellen haben sich 
die Behalter mit Elelctroden aus einem leitfahigen Kunststoffmaterial gemaB 
einem der Anspruclie 12 bis 18 erwiesen. Diese Belialter vereinen eine hohe 
Leitfahigl<eit mit leichter Verarbeitbarl<eit des Elelctrodenmaterials. 

5 

In altemativer Ausgestaltung der Erfindung ist femer vorgesehen, dass die 
auBere Begrenzung zumindest eine Offnung zum Zuleiten der Ldsung und 
zumindest eine Offnung zum Ableiten der Losung aufweist. Hierdurcli kann der 
erfindungsgemaBe Behalter auch als Durchf lussbehalter venwendet werden. bei 
10 dem die Losung kontinuierlich oder disl<ontinuierlich durch den Innenraum 
stromt 

Die erflndungsgemaBen Behalter eignen sich in besonders vorteilhafter Weise 
auch zur Venwendung in Fonn von Behalteranordnungen bestehend aus 
15 wenigstens 2. vorzugsweise 6, 12. 24, 48. 96 oder mehr. zu einer Einheit 
verbundenen Behaltem, d.h. sogenannten „multl-wells". 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung liegt darin. dass die erfindungsgemSBen 
Behalter oder Behalteranordnungen in einem Verfahren hergestellt werden 

20 l<6nnen, bei dem der Behalter oder die Behalteranordnung im 2-Komponenten- 
SpritzguB hergestellt werden kann, wobei zunachst die auBere Begrenzung mit 
mindestens einem ausgesparten Fenster gespritzt wird und anschlieBend 
zumindest in das mindestens eine Fenster das leitfahige Kunststoffmaterial aus 
dotiertem Kunststoff eingespritzt wird, oder wobei zunachst die mindestens eine 

25 Elektrode aus dem dotierten Kunststoff gespritzt wird und anschlieBend um die 
mindestens eine Elektrode herum die auBere Begrenzung gespritzt wird. Im 
Gegensatz zur Herstellung von Behaltem bzw. KOvetten mit Metall-Elektroden, 
bei denen die Elektroden vor oder nach dem Spritzen der Behalter manuell 
Oder maschinell in die gespritzlen Rahmen bzw. Formen eingelegt werden 

30 miissen, ist erfindungsgemaB ein sehr einfaches und kostengunstiges 
Herstellungsverfahren moglich. Die erflndungsgemaBen BehSlter oder 
Behalteranordnungen konnen in einer Form in zwei Schritten gespritzt werden, 
so dass sie hinsichtlich der Herstellungskosten deutlich unterhalb der 
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herkommlichen Kosten fur Kuvetten fur die Elektroporation Oder Elektrofusion 
liegen. 

Die erfindungsgemaBen Behalter Oder Behaiteranordnungen eignen sicli in 
5 besonders vorteilliafter Weise fur die Verwendung in Verfaliren zur Behandlung 
von Zellen, Zellderivaten, subzellularen Partikein und/oder Vesikein mit 
eiektriscliem Strom, insbesondere zur Elektroporation oder Elektrofusion, bei 
denen die Zellen, Zellderivate, subzellularen Partikel und/oder Vesikel zunachst 
in den Innenraum zumindest eines Behalters oder zumindest eines Behalters 

10 einer Belnalteranordnung uberfulirt werden, wobei der Behalter mindestens eine 
Elektrode aus dem dotierten Kunststoff aufweist, sowie zumindest eine weitere 
Elektrode vorgesehen ist, und dann eine elektrische Spannung an die 
Eiektroden angelegt und ein Stromfluss im Innenraum des Beh&lters erzeugt 
wird. Dabei kann der elektrisclie Strom eine Stromdichte von bis zu 120 A/cm^ 

15 vorzugsweise 80 A/cm^, en^eiclien. Die Zellen, Zellderivate, subzellularen 
Partikel und/oder Vesikel konnen dabei in suspendierter Form, adharent oder in 
sonstiger immobilisierter Form eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Behalter oder Behaiteranordnungen eignen sich also 
20 neben anderen denkbaren Anwendungen beispielsweise fur die 
Elektroporation, d.h. Verfahren zum Einbringen von biologisch aktiven 
Molekulen in lebende Zellen mittels elektrischen Stroms, wobei biologisch 
aktive Molekule, insbesondere Nukleinsauren, in der Losung geldst sind und 
beispielsweise durch einen Spannungspuls mit einer Feldstarke von 2 bis 10 
25 kV*cm"^ und einer Dauer von 10 bis 200 |xs ein Einbringen dieser biologisch 
aktiven Molekule in die Zellen erreicht vMrd. Auf diesen Spannungspuls kann bei 
besonderen Anwendungen beispielsweise ein ohne Unterbrechung folgender 
Stromfluss mit einer Stromdichte von 2 bis 14 A/cm^, vorzugsweise 5 A/cm^ 
und einer Dauer von 1-100 ms, vorzugsweise 50 ms, folgen. Die Zellen 
30 konnen dabei beispielsweise in Suspension oder in Form einer adharenten 
Zellschicht verwendet werden. 
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Die erfindungsgemaBen Behalter Oder Behalteranordnungen eignen sich 
daruber hinaus beispielsweise auch fur die Elelctrofusion, d.h. Verfaliren zur 
Fusion von Zellen, Zellderivaten. subzelluiSren Partil<eln und/oder Vesilcein 
mittels elektrischen Stroms, bei dem beispielsweise die Zellen, Zellderivate, 

5 subzellularen Partikel und/oder Vesil<el zunaclist in zwecl<maBiger Dlchte in 
einer wassrigen Ldsung suspendiert werden, die Suspension ansciilieBend in 
zumlndest einen Behalter oder eine Behalteranordnung gemaB der 
vorliegenden Erfindung Oberfuhrt wird, und sclilieBlich eine elektrische 
Spannung an die Elektroden angelegt und ein Stromfluss durch die Suspension 

10 erzeugt wird. Alternativ konnen beispielsweise auch adharente Zellen, 
Zellderivate, subzellulare Partikel und/oder Vesikel oder aber auch 
beispielsweise adharente Zellen mit suspendierten Zellen, Zellderivaten, 
subzellularen Partikeln oder Vesikein fusioniert werden. 

15 Die Erfindung wird im weiteren anhand der Figuren naher eriautert. 



Es zeigt 



20 



Figur 1 



eine perspektlvische Darstellung einer Versuchsanordnung zur 
Demonstration der vorliegenden Erfindung, 



25 



30 



Figur 2 



Stromverlaufe von elektrischen Entiadungen bei Venwendung von 
erfindungsgemaBen Elektroden aus Polycarbonat mit 20 % 
Kohlefasern und 15 % Graphit (PC+CF+Gr mit einer 
Elektrodendicke von 1 ,65 mm) Im Vergleich zur Venwendung von 
Alumlnium-Elektroden jeweils mit zwei unterschiedlichen 
Pufferldsungen (L6sung A: 100 mM Natriumphosphat, pH 7,1 und 
25 mM Kaliumchlorid; Ldsung B: 140 mM Natriumphosphat, pH 
7,1; Ordinate: Strom, 1 A pro Kastchen; Abszisse: Zeit, 10 ms pro 
Kastchen), 
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eine perspektivische Darstellung einer gegenuber FIgur 1 
abgewandelten Versuchsanordnung mit eingelegten 
Kupferdrahten. 

Stromveriaufe von elektrischen Entladungen bei Verwendung von 
Elektroden aus Polycarbonat mIt 20 % Kohlefasem 
(Elektrodendicke 2 mm) fur eine Versuchsanordnung gemaS Figur 
1 (a) und Figur 3 (b), Ordinate: Strom, 1 A pro Kastchen und 
Abszisse: Zeit, 10 ms pro Kastchen, 

Diagramme einer durchfiuss-zytometrischen Analyse transflzierter 
CHO-Zellen (Chineslsche Hamster-Ovarzellen) bel Venwendung 
unterschledllcher erflndungsgemSISer Kunststoff-Elektroden im 
Vergleich zu Aluminlum-Bektroden, a) Anzahl transflzierter Zellen 
pro 25000 Zellen, b) Prozentualer Anteil von mIt Propidlumjodid 
angefSrbten toten Zellen, PC/CF/Gr = Polycarbonat + 20 % 
Kohlefasem + 15 % Graphit mit einer Elektrodendicke von 1,65 
mm, PEEK/CF = Polyetheretherketon + 40 % Kohlefasem mit 
einer Elektrodendicke von 1 mm, 

Diagramme einer durchfiuss-zytometrischen Analyse transflzierter 
HL-60-Zellen (Humane Lymphomzellen) bei Venwendung 
unterschiedllcher erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden im 
Vergleich zu Aluminium-Elektroden, a) Anzahl transflzierter Zellen 
pro 15000 Zellen, b) Prozentualer Anteil von mit Propidlumjodid 
angefarbten toten Zellen, PC/CF/Gr = Polycarbonat + 20 % 
Kohlefasem + 15 % Graphit mit einer Elektrodendicke von 1,65 
mm, PEEK/CF = Polyetheretherketon + 40 % Kohlefasem mit 
einer Elektrodendicke von 1 mm, 

Diagramme einer durchfiuss-zytometrischen Analyse transflzierter 
Jurkat-Zellen (Humane T-Zelllinie) bei Venwendung erfindungs- 
gemaBer Kunststoff-Elektroden im Vergleich zu Aluminium- 
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Elektroden, a) Anzahl transflzierter Zellen pro 25000 Zellen, b) 
Prozentualer Anteil von mit Propidiumjodid angefdrbten toten 
Zellen, PA/CF = Polyamid 66 + 30 % Kohlefasem mit einer 
Elektrodendicke von 1 mm, 

5 

Figur 8 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transflzierter 
HUVEC-Zellen (Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen) bel 
Verwendung erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden im 
Vergleich zu Aluminium-Elektroden, a) Anzahl transfizierter Zellen 
10 pro 15000 Zellen, b) Prozentualer Anteil von mit Propidiumjodid 

angefarbten toten Zellen, PPS/CF = Polyphenylensulfid + 40 % 
Kohlefasern, 

Figur 9 mikroskopische Aufnahmen von CHO-Zellkulturen (CHO = 
15 Chinesische Hamster-Ovarzellen) 2 Tage nach einer 

Elektroporatlon mit a) Aluminium-Elektroden und b) Elektroden 
aus Polyphenylensulfid + 40 % Kohlefasem, 

Figur 1 0 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HUVEC- 
20 Zellen (Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen) nach 

Inkubation in unterschiedlich behandelten Losungen, a) Anzahl 
der mit Propidiumjodid gefarbten toten Zellen, b) Anzahl der mit 
Carboxyfluoresoeindiacetat-Succinimidylester (CFDA-SE) 
gefarbten lebenden Zellen, PA/CF = Polyamid 66 + 30 % 
25 Kohlefasern mit einer Elektrodendicke von 1 mm, PC/CF/Gr = 

Polycarbonat + 20 % Kohlefasern + 15 % Graphit mit einer 
Elektrodendicke von 1 ,65 mm, 

Figur 11 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von CHO- 
30 Zellen (Chinesische Hamster-Ovarzellen) nach Inkubation in 

unterschiedlich behandelten Losungen, a) Anzahl der mit 
Propidiumjodid gefarbten toten Zellen, b) Anzahl der mit 
Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester (CFDA-SE) 
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gefarbten lebenden Zellen. PP/CF = Polypropylen + 20 % 
Kohiefasem mit einer Elektrodendicke von 1 mm, PPS/CF = 
Polyphenylensulfid + 40 % Kohiefasem, PA/CF = Polyamid 66 + 
30 % Kohiefasem mit einer Elelctrodendicke von 1 mm, 

5 

Figur12 eine perspektivische Darstellung einer moglichen 
AusfOhrungsform eines erfindungsgemaSen Beh&lters,' 

Flgur13 eine geschnittene (a) und eine perspektivische (b) Darstellung 
IQ einer weiteren AusfOhrungsform eines erfindungsgemaBen 

Behalters in Form einer Kiivette, 

Figur 14 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HL-60 - 
Zellen (Humane Lymphomzellen) nach Elektroporation unter 
15 Venwendung erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden (PA6) im 

Vergleich zu Aluminium-Elektroden, a) Anzahl der mit 
Propidiumjodid gefarbten toten Zellen, b) Anzahl der transfizierten 
lebenden Zellen, unbehandelt = jeweils ohne Aniegen eines 
Spannungspulses, 

20 

Figur 15 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von CDS* T- 
Zellen nach Elektroporation unter Venwendung 
erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden (PA6) im Vergleich zu 
Aluminium-Elektroden, a) Anzahl der mit Propidiumjodid gefarbten 
25 toten Zellen, b) Anzahl der transfizierten lebenden Zellen, jeweils 

mit und ohne Vektor pH2-K\ 

Figur 16 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HUVEC 
- Zellen (Humane Endothelzellen) nach Elektroporation unter 
30 Venwendung erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden (PA6) im 

Vergleich zu Aluminium-Elektroden, a) Anzahl der mit 
Propidiumjodid gefarbten toten Zellen, b) Anzahl der transfizierten 
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lebenden Zellen, unbehandelt = jeweils ohne Aniegen eines 
Spannungspulses, und 



Figur 17 Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HL-60 - 
5 Zellen (Humane Lymphomzellen) 24 und 96 Stunden nach 

Elektroporation unter Venvendung erflndungsgemSBer Kunststoff- 
Elektroden (PA66 und PA6) im Verglelch zu Alumlnlum- 
Elektroden, a) Anzahl der mit Propldiumjodid gefarbten toten 
Zellen, b) Anzahl der transflzlerten lebenden Zellen, unbehandelt = 
10 jeweils ohne Aniegen eines Spannungspulses. 



Figur 1 zelgt eine perspektivische Darstellung einer Versuchsanordnung 1 zur 
Demonstration der vorliegenden Erfindung bzw. zum Testen der 
erfindungsgemaBen Behalter. Die Versuchsanordnung 1 entspricht dem Aufbau 

15 der erfindungsgemaBen BehSlter und besteht aus einer Abstandhalterplatte 2 
und zwei beidseitig an die Abstandhalterplatte 2 angepressten Elektroden 3, 4. 
Bei der Abstandhalterplatte 2 handelt es sich um eine 2 mm dicke Platte aus 
Teflon, die einen u-formigen Ausschnitt 5 aufweist. Die Elektroden 3, 4 
bestehen aus einem Kunststoff, der mit mindestens einem leitfahigen Stoff 

20 dotiert ist. Bei dem Kunststoff kann es sich beispielswelse um Polycarbonat, 
Polyetheretherketon, Polypropylen, Polyamid, Polyphenylensulfid oder ein 
Gemisch dieser Polymere und/oder einen intrinsisch leitenden kunststoff 
handeln. Die 3 Schichten, bestehend aus der Abstandhalterplatte 2 und den 
beiden Elektroden 3, 4, werden zu beiden Seiten mittels der Kupferplatten 6, 7 

25 sandwichartig zusammengepresst. Die Kupferplatten 6, 7 werden zu diesem 
Zweck mittels der Gewindeabschnitte 8, 9 einer schraubstockartigen 
Vorrichtung (nicht dargestellt) aufelnander zubewegt Wenn die genannten 
Schichten zusammengepresst sind, entsteht im Berelch des Ausschnitts 5 ein 
Innenraum 10, dessen Volumen der Aufnahme der Losung bzw. Zellen dient. 

30 Der Innenraum 10 kann im dargestellten Belspiel ein Volumen von 100 [J 
aufnehmen. Der Innenraum 10 wird femer nach unten und zu zwei Seiten durch 
die Innenkanten 1 1 der Abstandhalterplatte 2 und an den beiden verblelbenden 
Seiten durch die Elektroden 3, 4 gebildet. Die Kupferplatten 6, 7 stehen uber 
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Drahte in elektrischen Kontakt mit den Federkontakten eines handelsublichen 
Elektroporationsgerates, d.h. einer Spannungsquelle. Die Elektroden 3, 4 
stehen ihrerseits Qber ihre gesamte auBere Oberflache unmittelbar mit den 
Kupferplatten in Kontakt, so dass eine optimale eiektrlsche Kontaktierung 
gewalirteistet ist Beim Aniegen eines Spannungspuises zwischen den 
Kupferplatten 6, 7 flieBt also bei der dargestellten Versuchsanordnung 1 ein 
Strom zwischen den Elektroden 3, 4 durch den mit der Losung bzw. 
Zellsuspension gefiillten Innenraum 10. 



10 Figur 2 zeigt die Stromveriaufe von elektrischen Entladungen bei Venwendung 
von erfindungsgemaSen Elektroden aus Polycarbonat mit 20 % Kohlefasem 
und 15 % Graphit (PC + CF + Gr) im Vergleich zur Verwendung von Alumlnium- 
Eiektroden. Es wurde dabei der Stromfluss durch zwei unterschiedliche 
Pufferlosungen gemessen (Losung A: 100 mM Natriumphosphat, pH 7,1 und 25 

15 mM Kaliumchlorid; Losung B: 140 mM Natriumphosphat, pH 7,1). Es wurde 
jeweiis ein erster Spannungspuls von 1000 Volt und 40 \is Dauer gesetzt, auf 
den ohne Unterbrechung ein zweiter Puis mit einer Anfangsspannung (UAniang) 
von 90 V und einer Ladung von 75 mC folgte. Gezeigt ist hier jeweiis der 
Stromveriauf des zweiten Pulses. Es zeigte sich dabei uberraschenderweise, 

20 dass unter gleichen Bedingungen mit den eri'indungsgemaBen 
Kunststoffelektroden groBenordnungsmaBig ein ahnlicher Stromfluss erzielt 
werden kann, wie mit den handelsublichen Alumlnium-Elektroden (Vergleiche a 
und c). Die dotierten Kunststoffe eignen sich also besonders zum kurzzeltigen 
Leiten hoher Stromdichten. Bei der Venwendung eines Phosphatpuffers ohne 

25 Chlorid (Losung B) zeigt sich im Gegensatz zur Verwendung eines 
chloridhaltlgen Phosphatpuffers (Losung A), dass sich bei Aluminium- 
Elektroden im Veriauf der Entladung ein sehr hoher Widerstand an der 
Elektrodenoberflache aufbaut, der bei gleichem Anfangsstrom zu einem 
drastischem Abfall des Stromflusses fflhrt (b). Bei der Venvendung von 

30 dotierten Kunststoffen tritt dieser negative Effekt nicht ein (d), so dass die 
erfindungsgemaBen Behalter bzw. Elektroden im Gegensatz zu den 
herkdmmlichen Kuvetten mit Aluminium-Elektroden auch fOr die Venvendung 
von Phosphatpuffem ohne Chlorid geeignet sind. Durch die Verwendung der 
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erfindungsgemaSen Behaiter 1st man folgllch In der Wahl der Pufferl6sung 
weniger eingeschrankt ais bei der Venn^endung herkdmmlicher Behaiter. 



Figur 3 zelgt eine perspektl\^sche Darstellung einer gegenuber der in Figur 1 
5 dargestellten Versuchsanordnung 1 abgewandelten Vei^uchsanordnung 12. 
Die Versuchsanordnung 1 gemSB Figur 1 zeigt einen Aufbau, bei dem die 
Eleictroden 3, 4 nach auBen von den Kupferplatten 6, 7 groBflachig mit relativ 
groBem Druck l<ontaktiert warden. Da die Kontaictierung der 
ElektrodenauBenseiten beispielswelse in einer herkommlichen 
10 Elektroporationsapparatur nicht auf so groBer Flache und nicht mit so hohem 
Druck erfolgt, wurden bei der Versuchsanordnung 12 die Kontaktflachen zu den 
Elektroden klelnfldchiger gestaltet. Diese Anordnung entspricht daher eher 
einer Kontektierung durch Federkontakte und somit den tatsachiichen, in der 
Praxis vorfiegenden Verhaitnissen. Zu diesem Zweck wurden zwischen den 
15 Elektroden 3, 4 und den jeweils benachbarten Kupferplatten 8, 7 runde, v- 
fdrmig gebogene Kupferdrahte 13, 14 mit einem Durchmesser von ca. 1,5 mm 
gelegt. Figur 4 zeigt im Folgenden im Vergleich die Stromverlaufe mit den 
Versuchanordnungen gemaB Figur 1 und 3. 



20 Figur 4 zeigt die Stromverlaufe von elektrischen Entladungen bei Verwendung 
von Elektroden aus Polycarbonat mit 20 % Kohlefasem jeweils fur die 
Versuchsanordnung 1 gemaB Figur 1 (a) und die Versuchsanordnung 12 
gemaB Figur 3 (b). Gezeigt sind jeweils die Stromverlaufe des zweiten Pulses 
(1. Puis: 100 V, 40 ys] 2. Puis: UAnfang = 90 V, 75 mC). Das gleichfomnige 

25 Ergebnis zeigt, dass das elektrische Potential an der Elektrodeninnenseite 
offenbar gleichmSBIg verteilt ist und die Kontaktierungsfiache folglich keinen 
limitierenden Faktor bezQglich der Leitfdhigkeit darstellt. 



Figur 5 zeigt DIagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
30 CHO-Zellen. Um die Funktionalitat der erfindungsgemaBen Behaiter biologisch 
zu iiberprufen, wurden Transfektionsversuche unter Verwendung der unter 
Figur 1 beschriebenen Versuchsanordnung durchgefuhrt. Zu diesem Zweck 
wurden CHO-Zellen in 100 (J einer geeigneten Pufferldsung, beispielsweise 
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PBS (phosphat buffered saline) unter Zugabe von 5 pig des Expressions- 
Plasmids pH-2K'* (DNA-Vektor, der fur die schwere Kette eines MHC Klasse I 
Proteins aus Maus kodierO suspendiert und In den Innenraum der 
Versuchsanordnung QberfQhrt. Die Elelctroporation der Zellen erfoigte dann 

5 unter Setzen von zwei Pulsen (1. Puis: 1000 V, 100 us; 2. Puis UAnfang = 108 V, 
100 mC). AnsclilieBend wurde die Zellsuspension wieder entnommen, in ein 
geeignetes Medium, beispieisweise RPI\/ll-l\/ledium, uberfuhrt und nacli 20 
Stunden Inl^ubation bei Sl^C und 5 % CO2 geerntet. Adiiarente CHO-Zellen 
wurden mit PBS gewaschen und mit 0,1 % Trypsin + 1 mM 

10 Ethylendiamintetraacetat in PBS abgel6st. Die Expression des H-2K'' wurde 
durch Antikorperfarbung nachgewlesen (1:100 antl-H-ak" von Becton Dickinson 
+ 1:50 Beriglobin von Aventis Behring In PBS, 10 Minuten bei 
Raiimtemperatur). Die toten Zellen wurden mit 0,25 pig/ml Propidlumjodid 
angefarbt. Die Analyse erfoigte in einem Durchfluss-Zytometer (FACScalibur, 

15 Becton Dickinson). Die Diagramme a) und b) zeigen, dass bei Venwendung von 
Eiektroden mit dotiertem Kunststoff (PC/CF/Gr = Polycarbonat + 20 % 
Kolilefasern + 15 % Grapliit und PEEK-CF = Polyetlieretherketon + 40 % 
Kohlefasern) im Vergleicli zur Venwendung von Aluminium-Elektroden 
zumindest vergleichbare Ergebnisse hinsiciitlicii der Transfektionseffizienz 

20 erzlelt werden konnen. Aufgrund der deutiich geringeren IVIortalitatsraten bei der 
Venwendung der erflndungsgemSBen Eiektroden ergibt sich durch das 
gunstigere Veriialtnis von Transfektionseffizienz zu Mortalitat sogar ein 
deutlicher Vorteil gegenuber der Venwendung von herkdmmllchen Eiektroden. 



25 Figur 6 zeigt Diagramme einer durclifluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
HL60-Zellen (Humane Lymphomzellen). Die Versuchsdurchfuhrung und 
Versuclisbedingungen entspreciien den zu Figur 5 beschriebenen, mit der 
Ausnalime, dass die Spannungspulse bei der Eleklroporation abgeandert 
wurden (hier: 1 Puis: 1000 V, 70 ns; 2 Puis: UAnfang = 81 V, 22 mC). Aucli hier 

30 konnten mit den verwendeten Eiektroden aus dotiertem Kunststoff Ergebnisse 
erzlelt werden, die denen bei Venwendung von Aluminium-Elektroden 
zumindest verglelchbar sind. 
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FIgur 7 zeigt Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
Jurkat-Zellen (Humane T^Zelllinie) bei Venwendung erfindungsgemaSer 
Elektroden bestehend aus Polyamid 66, welches mit 30 % Kohlefasern dotlert 
wurde. Die Elektroporation wurde hier in 100 \i\ RPMI-Medlum ohne Phenolrot 

5 mit 5 MS cles Plasmids pEGFP-C1 durch ein Puis von 150 Volt und 5 gefolgt 
von einem Puis mit einer Anfangsspannung von 108 V und einer Ladung von 80 
mC durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte hierbei nach 4 Stunden. Auch bei 
diesem Belspiel konnte sowohl die Transfektionseffizienz als auch die 
Oberlebensrate durch die Venwendung der erfindungsgemaBen Behalter bzw. 

10 Elektroden aus dotiertem Kunststoff im Vergleich zu den herkommlichen 
Aluminium-Elektroden deutllch erhoht werden. Die in den Figuren 5 bis 7 
dargestellten Ergebnisse belegen also eindeutig, dass mit den 
erfindungsgemaBen Behaltem die Transfektionseffizienzen bei der 
Elektroporation im Vergleich zu herkommlichen Kuvetten deutlich erhoht und 

15 die Mortalitatsrate deutlich gesenkt werden kann. Dies ist vor allem dadurch zu 
erklaren, dass mit den erfindungsgemSBen Elektroden uberraschendenwelse 
vergleichbare Stromflusse gewahrleistet sind, wahrend die bekannten Nachteile 
durch die Freisetzung von Metall-lonen aus den Elektroden und somit toxische 
Einflusse auf die Zellen vermieden werden. 

20 

Rgur 8 zeigt Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse transfizierter 
HUVEC-Zellen (Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen) bei Venwendung 
von erfindungsgemaBen Elektroden aus Polyphenylensulfid mit 40 % 
Kohlefasern im Vergleich zu herkommlichen Aluminium-Elektroden. Die 

25 Transfektion erfolgte In einem zellspezifischen Medium mit 5 ng/IOO^I Plasmid- 
DNA , wobei in diesem Fall zur Kompensatlon der geringfugig geringeren 
Leitfahigkeit des dotieren Kunststoffs unterschledliche Spannungspulse gesetzt 
wurden (Puis fur PPS/CF: 1000 V, 100 pis; Puis fur Aluminium: 500 V, 100 us). 
Die Zellen wurden nach 60 Stunden Inkubation durchfluss-zytometrisch auf 

30 Expression eines fluoreszierenden Proteins untersucht. Tote Zellen wurden 
auch hier mit 0,25 [iQ/m\ Propidiumjodid angefarbt. Die Ergebnisse zelgen, dass 
die erfindungsgemaBen Behalter grundsatzlich auch fur primSre menschliche 
Zellen geeignet sind. Dabei ist auch hier das Verhaltnis von 
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Transfektionseffizienz zu Mortalitalsrate gunstlger als bei der Verwendung von 
herkommlichen Aluminium-EIektroden. Dieser Effekt kann noch dadurch 
verstarkt werden, dass man die effektiv h6heren WiderstSnde der dotierten 
Kunststoffe durch eine Erhohung der angelegten Spannung kompensiert. Auf 
5 diese Weise kann eine Anpassung der elektrischen Verhaltnisse in der 
Zellsuspension bei VenA/endung von Eiektroden aus dotiertem Kunststoff 
erfolgen und die Transfektionseffizienz weiter gesteigert werden. 

Rgur 9 zeigt mikroskopische Aufnahmen von CHO-Zellkulturen jeweils 2 Tage 
10 nach einer Eleklroporation mit Aluminium-EIektroden (a) und Eiektroden aus 
Polyphenylensulfid mit 40 % Kohlefasem (b). Auch hier wurde die geringfug.g 
geringere Leitfahigkeit der Eiektroden aus dotiertem Kunststoff durch e.ne 
Erhohung des ersten und zweiten Spannungspulses kompensiert (PPS/CF: 
1000 V, 100 MS und UMtang = 108 V. 100 mC; Aluminium: 500 V. 100 ^ und 
15 Ua f = 76 V 60 mC). Bei der Venwendung von Aluminium-EIektroden zeigen 
sicrdeutlich sichtbare Prazipitate, von denen einige in a) durch eingefugte 
Pfeile gekennzeichnet sind. Diese Partlkel legen sich auf die Zellen. Bei einer 
Ven^/endung von Eiektroden aus dotiertem Kunststoff sind solche Partlkel nicht 
nachweisbar. so dass sich durch die VenA/endung der erfindungsgemaBen 
20 Behalter ein Ausfallen von Prazipitaten offensichtlich vermeiden ISsst. Dies wirkt 
sich zum einen positiv auf die Uberlebensrate der Zellen und zum anderen 
vortellhaft auf die weitere Handhabung der Zellen aus. Auch die medizlnische 
Kompatibllitat der Elektroporationsprodukte wird dadurch erhoht. so dass 
beispielsweise die mSgliche Venwendung von transfizierten primaren Zellen zur 
25 ex vivo - Gentherapie besonders vortellhaft beeinflusst wird. 

Die Figuren 10 und 11 zeigen jeweils DIagramme einer durchfluss- 
zytometrlschen Analyse von Zellen (Rgur 10: HUVEC-Zellen, Figur 11: CHO- 
Zellen) die jeweils in unterschiedlich behandelten Losungen inkubiert wurden. 
30 urn die Auswirkung moglicher zellschadigender Bestandteile zu untersuchen. 
die aus den unterschiedlichen Eiektroden aus dotiertem Kunststoff und aus 
Aluminium-EIektroden bei einer elektrischen Entladung frei werden kSnnten und 
uber ihre unmlttelbare Wirkung hinaus moglichenweise erst nach den Pulsen m 
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der Zellkultur Wirkung zeigen, wurden die erfindungsgemaBen Behalter mit 
einfachen Pufferidsungen, beispieisweise PBS, ohne Zellen beladen und 
dreimal hintereinander einem starken Spannungspuls ausgesetzt (Aluminium: 
500 V, 100 (js und UAnfang = 115 V, 100 mC; dotierte Kunststoffe: 1000 V, 100 

5 us und UAnfang = 95 V, 112 mC). AnsclilieBend wurden 100 ^li der mittels der 
untersciiiedlichen Elektroden gepulsten Losungen zu 400 jJ Kulturmedium 
(EGI\/l-2 BulletKit/Clonetics) gegeben und darin HUVEC-Zellen (18 Stunden - 
Werte: 5*10"* Zellen. 96 Stunden - Werte: 2,5 * 10"^ Zellen) bzw. CHO-Zellen 
(20 Stunden - Werte: 10^ Zellen, 72 Stunden - Werte: 2*10"* Zellen) in 24-well- 

10 Platten ausgesat. Die Anzalil der toten bzw. lebenden Zellen wurde nacli 
unterschiedlichen Zeiten und einer Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 
durclifluss-zytometrisch ermitlelt Nach Ablosen der Zellen durch 1 |jg/ml 
Trypsin in 1 mM Ethylendiaminthetraacetat in PBS und Vereinigung dieser 
Zellen mit dem Kulturuberstand wurde zur Ermittlung der toten Zellen 0,25 jJ/ml 

15 Propidiumjodid zugefugt. Zur Anfarbung der lebenden Zellen wurde 0,2 [M 
Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimdylester (CFDA-SE) in PBS + 0,5 % 
Rinderserumalbumin zugegeben, und vor der durchfluss-zytometrischen 
Analyse fiir 2 l\/iinuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die absolute Anzahl 
von Zellen in einem Ansatz zu ermittein, wurde eine definierte Anzahl von Flow- 

20 Count Fluorosphere Beads (Beckman Ckiulter) zugefugt, die sicii im FACS von 
den Zellen unterscheiden lassen. Auf diese Weise lieB sich die emnittelte 
Zellzahl auf das gesamte Volumen in der Zellkulturvertiefung extrapolieren. Die 
in den Figuren 10 und 11 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich bei der 
Venwendung von Elektroden aus dotiertem Kunststoff Im Vergleich zu 

25 Aluminium-Elektroden ein leichter Vorteil ergibt. Insbesondere nach 4 Tagen 
sind die unter Venwendung von Kunststoff-Eiektroden gepulsten Losungen fQr 
das Uberleben und Wachstum von CHO-Zellen gQnstiger. Bei HUVEC-Zellen 
kann man schon nach 24 Stunden einen positiven Effekt der venwendeten 
Kunststoffelektroden im Vergleich zu den herkommlichen Aluminium-Elektroden 

30 erkennen. Diese Ergebnisse geben also einen Hinweis auf eine bessere 
Vertraglichkeit von Elektroden aus dotiertem Kunststoff im Hinbiick auf die 
Freisetzung zellschadigender Bestandteile, wobei hier die negativen 
Auswirkungen nach dem Stromfluss untersucht wurden. Durch die Vermeidung 
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der Freisetzung toxischer Metall-lonen wird zusatzlich eine bessere biologische 
Kompatlbilitat der erfindungsgemaBen Behalter erreicht. DIese sind folgllch vor 
allem Im Hinblick auf eine weitere Verwendung der transfizierten Zellen, 
beispielsweise eine Verwendung von veranderten primaren Zellen zur ex vivo - 
5 Gentherapie, deutlich gegenQber herkdmmllchen Behaltern bzw. Kuvetten im 
Vorteil. 

Figur 12 zeigt eine perspelctivisclie Darstellung einer mdglichen 
Ausfuhrungsform eines erfindungsgemaBen Belialters. Der liier dargestellte 

10 Behalter 20 weist im wesentlichen die Form einer herkommlichen Kuvette auf. 
Der Behalter wird durch eine auBere Begrenzung 21 gebildet, welche ihrerseits 
einen Innenraum 22 bildet, der zur Aufnahme einer wassrigen Losung dient. In 
der wassrigen Losung konnen beispielsweise Zellen, Zellderivate, subzellulare 
Partikel und/oder Vesikel suspendiert sein. Der Behalter kann beispielsweise 

15 zus&tzllch zur wSssrIgen Losung oder Suspension auch adharente Zellen, 
Zellderivate, subzellulare Partikel und/oder Vesikel enthalten. In zwei parallel 
und gegenuberilegend angeordneten Seitenwanden 23, 24 der auBeren 
Begrenzung 21 finden sich zwei gleichfalls parallele Elektroden 25, 26. Die 
beiden Elektroden 25, 26 bestehen aus einem Kunststoffmaterial, welches 

20 erfindungsgemaB mit zumindest einem leitfahigen Stoff dotlert ist. Bel der 
Dotierung kann es sich beispielsweise um Kohlefasern, Graphit, RuB, 
Kunststoffnanotubes oder einen intrinsisch leitenden Kunststoff, oder aber auch 
um eine Kombination einer oder mehrerer dieser Stoffe handeln. Die auBere 
Begrenzung 21 besteht aus einem transparenten Kunststoffmaterial, dass 

25 elektrisch nicht-leitend ist. Der erflndungsgemaBe Behalter 20 kann aufgmnd 
der Spritzfahigkeit aller seiner Komponenten im 2-Komponenten-SpritzguB 
heigestellt werden. Dabei wurde im voriiegenden Fall zun§chst die auBere 
Begrenzung 21 aus dem nicht-leitenden Kunststoff gespritzt In die 
ausgesparten Fenster (nicht mehr sichtbar) wurde durch die Sprltzkanale 27, 28 

30 der ebenfalls spritzfahige dotlerte Kunststoff eingespritzt. Auf diese Weise ist 
eine auBerst einfache und kostengunstige Herstellung des erfindungsgemaBen 
Behalters 20 moglich. Ein solcher Behalter 20 in KQvettenform ist vor allem 
dann vorteilhaft, wenn dieser in einer herkommlichen Elektroporationsapparatur 
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verwendet werden soil. Je nach Art der Anwendung sind allerdings auch alle 
sonstlgen denkbaren und sinnvoilen Formen fur einen erfindungsgemSBen 
Behdlter mdgllch. 

5 FIgur 13 zelgt eine perspektivische Darstellung (b) einer mdglichen 
Ausfuhrungsform eines erfindungsgemaSen Beh&lters sowie einen Langsschnitt 
(a) durch denselben. Der hier dargestellte Behalter 30 welst ebenfalls die Forni 
einer Kuvette auf. Der Beiialter wird durch eine auBere Begrenzung 31 gebildet, 
welche Ihrerselts einen innenraum 32 bildet, der zur Aufnalime einer wassrigen 

10 Losung dient. In zwei parallel und gegenuberliegend angeordneten 
Seitenwanden 35, 36 der auBeren Begrenzung 31 sind zwei gleichfalls parallele 
Elektroden 33, 34 angeordnet. Die beiden Elektroden 33, 34 bestehen aus 
einem Kunststoffmaterial, beispielsweise Polyamid 66 oder Polyamid 6, 
welches erfindungsgemaB mit zumindest einem leitfahigen Stoff dotiert ist. Bel 

15 der Dotierung kann es sich in vortellhafter Ausgestaltung der Erflndung 
beispielsweise um eine Mischung aus Kohlefasem urid Graphit handeln. Die 
auBere Begrenzung 31 besteht aus einem trEinsparenten Kunststoffmaterial, 
dass elektiisch nicht-leitend ist. Der erfindungsgemaBe Behalter 30 kann 
aufgrund der Spritzfahigkeit alter seiner Komponenten im 2-Komponenten- 

20 SpritzguB hergestellt werden. Dabei kann zunachst die auBere Begrenzung 31 
aus dem nicht-leitenden Kunststoff gespritzt, und in die ausgesparten Fenster 
durch die Spritzkanale 37, 38 anschlieSend der ebenfalls spritzfahige dotierte 
Kunststoff eingespritzt werden. Auf diese Weise ist eine auBerst einfache und 
kostengunstige Herstellung des erfindungsgemaBen Behalters 30 moglich. Der 

25 Behalter 30 weist ferner in der unteren Halfte eine Abschragung 39 auf, die eine 
Anpassung seiner Form an die Geometrie der entsprechenden 
Aufnahmevonichtung des verwendeten Gerates, beispielsweise des 
Elektroporators, ermdglicht. Femer kann durch unterschiedliche Auspragung 
der Abschragung 39 der Abstand der Elektroden 33, 34 zueinander variiert und 

30 somit der Durchgangswiderstand verSndert werden. 



Die Figuren 14 - 16 zeigen Diagramme durchfluss-zytometrischer 
Untersuchungen transfizierter Zellen bei Venwendung von Kuvetten mit 
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erflndungsgemaBen Elektroden gemaB Figur 13, die einen Abstand z>wlschen 
den Elektroden von 1,5 mm aufweisen, im direkten Vergleich zu Kuvetten mit 
Aluminiumelektroden mit einem Eiektrodenabstand von 2 mm. Durch die 
Reduktion des Eiektrodenabstands um 25% wurde der lioliere 

5 l\/laterialwiderstand des dotierten Kunststoffs im Vergleicii zu Aluminium 
kompensiert, um die effektiv gleiclie Leitfahigkeit pro Quersciinittsflache zu 
erreichen. Die experimentelle Vorgeiiensweise bei den Kunststoffkuvetten 
entspricht der bei Aluminium, wobei ein Elektroporator mit 
Federmessingkontakten (Nucleofector™ I, amaxa GmbH, Koln) venwendet 

10 wurde. Als Losungen zur Aufnahme der Zellen wurden jeweils 
zelltypspezifisohe Nucleofector™ Kits (amaxa GmbH, Koln) verwendet. Die 
erflndungsgemaBen Kuvetten weisen jeweils Elektroden aus mit ca. 38 - 42 
Gew.-% Kohlefasem und ca. 33 - 37 Gew.-% Graphit dotiertem Polyamid (PA6 
Oder PA66) auf (Konzentration der Dotierung insgesamt: ca. 70 - 80 Gew.-%). 

15 

Figur 14 zeigt Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HL-60 - 
Zellen (Humane Lymphomzellen) nach Elektroporation unter Verwendung 
erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden (PA6) im Vergleich zu Aluminium- 
Elektroden. Je 10® HL-60 Zellen (ATCC) wurden in 100 |il Losung 

20 aufgenommen und mit je 2 \xg pEGFP-CI-DNA (Clontech) versetzt. Diese 
Ansatze wurden in unterschiedllchen Kuvetten zwei unmittelbar 
aufeinanderfolgenden Spannungspulsen (1000 V, 100 \is und UAnfang = 90 V, 75 
mC) ausgesetzt und direkt in Iscove's modified Duibecco's medium mit L- 
Glutamin und 20% fotalem Kalberserum (GIbco) im Brutschrank bei 37°C / 5% 

25 C02 inkubiert. Die Zellen wurden nach 24 h geemtet und mit Propidlumiodid 
sowie 25.000 APC-mariderten Beads (Becton Dickinson) pro Ansatz versetzt. 
Hierdurch wurde die Bestimmung der Propidiumiodid-gefarbten Zellen und der 
transfizierten Zellen auf der Basis absoluter Zahlen von Zellen je Ansatz im 
Durchflusszytometer (FASCalibur, Becton Dickinson) moglich. Es zeigt sich 

30 hier, dass durch die Verwendung der erflndungsgemaBen Kuvetten, im 
Vergleich zu herkommlichen Kuvetten mit Aluminiumelektroden, die 
Transfektionseffizienz deutlich gesteigert und die Mortalitatsrate leicht verringert 
werden konnte. 
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FIgur 15 zeigt DIagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von CD3* 
T-Zellen nach Elektroporation unter Verwendung erfindungsgemSBer 
Kunststoff-Elektroden (PA6) Im Verglelch zu Aluminium-Elektroden. Je 5x10® 
frisch isolierte PBMC wurden in 100 Ml Ldsung aufgenommen und mit je 2 jig 
5 pH-aK"* (mouse MHC I heavy chain) versetzt. Diese Ansatze wurden in 
unterschiedlichen Kuvetten zwei unmittelbar aufeinanderfolgenden 
Spannungspulsen (1000 V, 100 us und UAntang = 96 V, 56 mC) ausgesetzt und 
direlct in AI!VI-V l\/ledium mit 10% fotalem Kalberserum (GIbco) im Brutschranl< 
bei 37°C / 5% C02 inl<ubiert. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet und mit 
10 Propidiumiodid sowie 25.000 APOmarl^ierten Beads (Becton Diclcinson) pro 
Ansatz versetzL Zusatzlich wurden die Zellen mit einem Fluorescein- 
Isothlocyanat-gefarbten anti-H-2K'*-Antik6rper (Becton Dickinson) sowie einem 
Antikorper gegen das menschllche T-Zell-spezifische CD3-Antigen gefarbt. das 
an APC gekoppelt war (Becton Dickinson). Hierdurch wurde die Bestimmung 
15 der Propidlumlodld-gefarbten Zellen und der transflzlerten T-Zellen auf der 
Basis absoluter Zahlen von Zellen je Ansatz im Durchflusszytometer 
(FASCalibur, Becton Dickinson) moglich. Es konnten hier in etwa vergleichbare 
Ergebnisse erzielt werden. 

20 Figur 16 zeigt Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von 
menschlichen Nabelschnun/enen-Endothelzellen (HUVEC) nach 
Elektroporation unter Venwendung erfindungsgemaSer Kunststoff-Elektroden 
(PA6) im Vergleich zu Aluminium-Elektroden. Je 6,8x10^ HUVEC - Zellen 
wurden In 100 |il Losung aufgenommen und mit je 2 \xg pEGFP-CI-DNA 

25 (Clontech) versetzt. Diese Ansatze wurden In unterschiedlichen Kuvetten einem 
Spannungspuls (1000 V, 100 us) ausgesetzt und direkt In EGM-2 Medium fur 
Endothelzellen (Clonetlcs) im Brutschrank bei 37''C / 5% C02 Inkublert. Die 
Zellen wurden nach 24 h geerntet und mit Propidiumiodid sowie 25.000 APC- 
markierten Beads (Becton Dickinson) pro Ansatz versetzt. Hierdurch wurde die 

30 Bestimmung der Propidiumiodid-gefarbten Zellen und der transfizierten Zellen 
auf der Basis absoluter Zahlen von Zellen je Ansatz im Durchflusszytometer 
(FASCalibur, Becton Dickinson) moglich. Es zeigt sich hier, dass durch die 
Venwendung der erfindungsgemaBen Kuvetten, im Vergleich zu herkommlichen 
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Kuvetten mit Aluminlumelektroden. die Transfektionseffizlenz gesteigert und die 
Mortalitatsrate verringert werden l<onnte. 

Figur 17 zeigt Diagramme einer durchfluss-zytometrischen Analyse von HL-60 - 
5 Zellen (Humane Lymphomzellen) 24 und 96 Stunden nach Elektroporation 
unter Verwendung erfindungsgemaBer Kunststoff-Elektroden (PA66 und PA6) 
im Vergieich zu Aluminlum-Elektroden. Die Bedingungen und Vorgehensweisen 
entsprechen Im wesentiichen den zu Figur 14 beschriebenen. mit dem 
Unterschied, dass hier die erfindungsgemaBen Kuvetten wie die Alu-Kuvetten 
10 einen Elektrodenabstand von 2 mm aufweisen. Die hier venA/endeten Kuvetten 
weisen femer jeweils Elektroden aus mit ca. 33 - 37 Gew.-% Kohlefasem und 
ca. 23 - 27 Gew.-% Graphit dotiertem Polyamid (PA6 oder PA66) auf 
(Konzentralion der Dotierung insgesamt ca. 55 - 65 Gew.-%). Zur 
Kompensatlon des hoheren Widerstands der Kunststoffelektroden wurden h.er 
15 unterschiedliche Pulsparameter ven«,endet (Kunststoff: 1000 V. 100 us und 
UAnfang = 102 V, 75 mC und Aluminium: 800 V, 100 us und UAntang = 90 V, 75 
mCrAuch hier konnten durch die Venwendung der erfindungsgemaBen 
Kunststoffelektroden die Transfektionseffizienzen leicht gesteigert und die 
Mortalitatsraten leicht vemngert werden. 

20 
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Liste der verwendeten Abkurzungen: 

AuBer den im Duden gebrauchlichen, wurden folgende Abkurzungen 
5 verwendet: 



A Ampere 

C Coulomb 

CHO Chinese hamster ovary 

10 cm Zentimeter 

DNA Desoxyribonukleinsaure 

Gew.-% Gewichtsprozent 

h Stunden 

HL-60 human lymphoma 60 

15 HUVEC Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen 

kV Kllovolt 

mC Millicoulomb 

mM Millimolar 

ms Millisekunden 

20 PA Polyamid 

PBMC peripheral blood mononuclear cells 

PBS Phosphat buffered Saline 

pH negatlver dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen- 
Konzentration 

25 PJ Propidiumjodid 

RNA Ribonukleinsaure 

RPMI Rosewell Park Memorial Institute 

\xg Mikrogramm 

(jil Mikroiiter 

30 ^s Mikrosekunden 

U Spannung 

UAnfang Anfangsspannung 

V Volt 
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Bezugszeichenliste: 
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Elektrode 
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Elektrode 
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10 
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Behalter 
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SLuBerG Bearenzuna 


20 


22 


Innenraum 
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23 


Seitenwand 




24 
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25 


FIpktrnHp 




26 




25 


27 


Snritykanal 

x-'l^i iL^rxdi icii 




28 


Spritzkanal 




30 


Behalter 




31 


auBere Begrenzung 




32 


Innenraum 


30 


33 


Elektrode 




34 


Elektrode 




35 


Seitenwand 




36 


Seitenwand 
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37 Spritd(anal 

38 Spritzkanal 

39 Abschrggung 
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Patentanspruche 



1. 

5 
10 

2. 

15 

3. 

20 

4. 

25 



Behalter (20, 30) zur Aufnahme einer wassiigen Losung, und 
insbesondere von Zellen, Zellderivaten, subzellulSren Partikeln und/oder 
Vesikein, welcher zumindest teilweise von einer SuBeren Begrenzung 
gebildet ist, die einen Innenraum zur Aufnahme der Losung bildet, und 
welcher mindestens einen Bereich aufweist, der beim Anlegen einer 
elektrischen Spannung und einer anschlieBenden Entladung als Elektrode 
dient, dadurch gekennzelchnet, dass mindestens eine Elektrode (25, 26, 
33, 34) aus einem leitfahlgen Kunststoffmaterial besteht, das zumindest 
auf einem Kunststoff baslert, der mit mindestens einem leitfahigen Stoff 
dotiert ist. 

Behalter nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass die Dotierung 
aus Kohlefasem, Graphit, RuB, Kohlenstoffnanotubes und/oder einem 
intrinsisch leitenden Kunststoff besteht. 

Behalter nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzelchnet, dass die 
Dotierung In dem Kunststoff in einer Konzentration von insgesamt 10-80 
Gew.-%, vorzugsweise 20 - 60 Gew.-%, welter bevorzugt 40 - 60 Gew.- 
%, besonders bevorzugt 50 - 60 Gew.-%, Insbesondere 55 - 60 Gew.-%, 
vorliegt. 

Behalter nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzelchnet, dass die 
Dotierung In dem Kunststoff in einer Konzentration von Insgesamt 40-80 
Gew.-%, vorzugsweise 50 - 80 Gew.-%, welter bevorzugt 60 - 80 Gew.- 
%, besonders bevorzugt 70 - 80 Gew.-%, insbesondere 74 - 76 Gew.-%, 
vorliegt 



30 5. 



Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, 
dass der Kunststoff Polycarbonat, Polyetheretherketon, Polypropylen, 
Polyamid, Polyphenylensulfid oder ein Gemisch dieser Polymere ist oder 
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zumindest auf einem oder mehreren dieser Polymere basieit und/oder 
dass der Kunststoff ein intrinsisch leitender Kunststoff ist. 

6. Behalter nach einem der Anspruche 2 bis 5, dadurch gel<ennzeiclinet, 
5 dass der intrinsisch leitende Kunststoff ein Polyanilin, Polyacetylen, Poly- 
para-plienylen, Poly-para-phenylensulfid, Polypyrrol, Poiythiophen, 
Polypropylen oder alinllolies ist oder zumindest auf einem oder mehreren 
dieser Polymere basiert. 

10 7. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die auBere Begrenzung (21, 31) aus Kunststoff, bevorzugt 
transparentem Kunststoff, gebildet ist 

8. Behalter nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die duBere 
15 Begrenzung (21, 31) aus dem gleichen Kunststoff besteht, auf dem auch 

die zumindest eine Elektrode (25, 26, 33. 34) basiert. 

9. Behalter nach einem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) in die auBere 

20 Begrenzung (21, 31) integriert ist. 

10. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass dieser zumindest zwei Elektroden (25, 26, 33, 34) aufweist, die aus 
dem gleichen Material bestehen. 

25 

11. Behalter nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest zwel Elektroden (25, 26, 33, 34) aus unterschiedllchen 
l\^aterialien bestehen. 

30 12. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus mit 25 - 45 Gew.-%, 
vorzugsweise 30 - 40 Gew.-%, insbesondere 33 - 37 Gew.-%, Kohlefasern 
und 15-35 Gew.-%, vorzugsweise 20 - 30 Gew.-%, insbesondere 23 - 27 



15 
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Gew.-%, Graphit dotiertem Polyamid, insbesondere Polyamid 66 oder 
Polyamid 6, besteht. 

13. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
5 dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus mit 30 - 50 Gew.-%, 

vorzugsweise 35 - 45 Gew.-%, insbesondere 39 - 41 Gew.-%, Kohlefasem 
und 25 - 45 Gew.-%, vorzugsweise 30 - 40 Gew.-%, insbesondere 34 - 36 
Gew.-%, Graphit dotiertem Polyamid, insbesondere Polyamid 66 oder 
Polyamid 6, besteht. 

10 

14. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gel<ennzeichnet, 
dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus mit 15 - 40 Gew.-%, 
vorzugsweise 20 Gew.-%, Kohlefasern und 1 - 40 Gew.-%, vorzugsweise 
15 Gew.-%, Graphit dotiertem Polycarbonat besteht. 

15. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus mit 30 - 50 Gew.-%, 
vorzugsweise 40 Gew.-%, Kohlefasem dotiertem Polyetheretherketon 
besteht. 

16. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus mit 20 - 40 Gew.-%, 
vorzugsweise 30 Gew.-%, Kohlefasern dotiertem Polyamid, vorzugsweise 
Polyamid 66, besteht. 

17. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33. 34) aus mit 15-40 Gew.-%, 
vorzugsweise 20 Gew.-%, Kohlefasern dotiertem Polypropylen besteht 

30 18. Behditer nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus mit 30 - 50 Gew.-%, 
vorzugsweise 40 Gew.-%, Kohlefasern dotiertem Polyphenylensulfid 
besteht. 



20 



25 
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19. Behalter nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass die auBere Begrenzung (21, 31) zumindest eine Offnung zum 
Zuleiten der Losung und zumindest eine 6ffnung zum Ableiten der Losung 
aufweist. 

5 

20. Behalteranordnung besteliend aus wenigstens zwei, vorzugsweise 6, 12, 
24, 48, 96 Oder melnr. Belialtern (20, 30) nacli einem der Anspruche 1 bis 
18, die zu einer Einlieit verbunden sind. 

10 21. Verfaliren zur Hersteiiung der Belialter oder Belialteranordnung nacli 
einem der Anspruclie 1 bis 20, dadurcli gel<ennzeiclinet, dass der Behalter 
(20, 30) Oder die Behalteranordnung im 2-Komponenten-Spritzguss 
hergestellt wird, wobei zunachst die auBere Begrenzung (21, 31) mit 
mlndestens einem ausgesparten Fenster gespritzt wird und anschiieBend 

15 zumindest In das mlndestens eine Fenster das leitfahigen 
Kunststoffmateriai aus dotiertem Kunststoff eingesprltzt wird, Oder wobei 
zunachst die mlndestens eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus dem dotierten 
Kunststoff gespritzt wird und anschiieBend um die mlndestens eine 
Elektrode (25, 26, 33, 34) hemm die auBere Begrenzung (21, 31) gespritzt 

20 wird. 



22. Verfahren zur Behandlung von Zeilen, Zeilderivaten, subzelluiaren 
Partikein und/oder Vesikein mit elektrischem Strom, Insbesondere zur 
Elektroporation oder Eiektrofuslon, umfassend: 
25 a) UberfQhren der Zeilen, Zellderivate, subzelluiaren Partlkel und/oder 
Vesikel in den Innenraum zumindest eines Behditers (20, 30) nach 
einem der Anspruche 1 bis 19 oder zumindest eines Behalters elner 
Behalteranordnung nach Anspruch 20, wobei der Behalter (20, 30) 
mlndestens eine Elektrode (25, 26, 33, 34) aus dem dotierten 
30 Kunststoff aufweist, sowie zumindest eine weitere Elektrode (25, 26, 

33, 34) vorgesehen ist, und 
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b) Aniegen einer elektrischen Spannung an die Elektroden (25, 26, 33, 
34) und Erzeugung ©ines Stromflusses Im Innenraum (22, 32) des 
Behalters (20. 30). 



5 23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der 
elektrische Strom eine Stromdlchte von bis zu 120 A/cm^, vorzugswelse 80 
A/cm^, erreicht. 



24. Verfahren nach Anspmch 22 oder 23, wobei biologisch aktive Molekule, 
10 insbesondere Nuklelnsauren, in der Losung gelost sind und durch einen 
Spannungspuls mit einer Feldstarke von 2 bis 10 kV*cm"^ und einer Dauer 
von 10 bis 200 ein Einbringen dieser biologisch aktiven Molekule in 
lebende Zeiien erreicht wird. 



15 25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei das Einbringen der biologisch aktiven 
MolekQIe in die Zellen durch einen auf den Spannungspuls ohne 
Unterbreohung folgenden Stromfluss mit einer Stromdlchte von 2 bis 14 
A/cm^ vorzugsweise 5 A/cm^ und einer Dauer von 1 bis 100 ms, 
vorzugsweise 50 ms, erreicht wird. 
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a) Aluminium/Losung A b) Aluminium/Losung B 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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Fig. 8 
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Rg. 10 
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Fig. 11 
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PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Btiro 




(43) Internationales Veroffentlichungsdatum (10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

28. August 2003 (28.08.2003) PCT WO 2003/070875 A3 



(51) Internationale Patentklassmkation'': C12M 3/00, 

C12N 15/87, 15/64 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE2003/000536 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

20. Februar2003 (20.02.2003) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 
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(54) Titie: CONTAINER WITH AT LEAST ONE ELECTRODE 

(54) Bezeichnung: BEHALTER MTT ZUMINDEST EDSTER ELEKTRODE 



< 
IT) 
QO 

o 




a D 

(57) Abstract: The invention relates to a container (20, 30) for receiving an aqueous solution, which is formed at least partially by 
an outer limit (21) forming an inner chamber (22, 32) for receiving the solution, and which comprises at least one area which acts as 
an electrode (25, 26, 33, 34) when an electric voltage is applied and a subsequent discharge occurs. At least one electrode (25, 26, 
33, 34) is made of a conductive synthetic material based on at least one plastic material which is doped with at least one conductive 
material. A contains (20, 30) having the above-mentioned form is thus obtained being simple and economical to reproduce and 
also, for example, enabling an efficient transfection of living cells by means of electroporation or effective electro fusion. 

[Fortsetzjung aufder ndchsten Seite] 
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CM. GA, GN. GQ. GW, ML. MR, NE, SN, TD. TG). 

Veroffentlicht: 

— mit intemationalem Recherchenbericht 

— vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche geltenden 
Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintreffen 



(88) Veroflentlichungsdatum des internationalen 

Recherchenberichts: 8. Januar 2004 

Zwr Erkldrung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ah- 
kurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betriflft einen Behalter 20, 30 zur Aufhahme einer wassrigen Losung, welcher zumindest 
teilweise von einer auBeren Begrenzung 21 gebildet ist, der einen Innenraum 22, 32 zur Aufhahme der Losung bildet, und welcher 
mindestens einen Bereich aufweist. der beim Anlegen einer elektrischen Spannung und einer anschheBenden Entladung als Elek- 
trade 25. 26, 33, 34 dient, wobei mindestens eine Elektrode 25, 26, 33, 34 aus einem leitfahigen Kunststoffmaterial besteht, das 
zumindest auf einem Kunststoff basiert, der mit mindestens einem leitfahigen Stoff dotiert ist. Hierdurch wurde ein Behalter 20, 
30 der eingangs genannten Art geschaffen, der einfach und kostengtinstig herzustellen ist und dariiber hinaus beispielsweise eine 
effiziente Transfektion von lebenden 2fellen mittels Elektroporation oder eine effektive Elektrofusion ermSglicht 
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